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“Woe to that child which when kissed on the forehead tastes salty. 
He is bewitched and soon must die.” 
(Welsh and Smith, 1995) 
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Resumo 
 
A Fibrose Cística (FC) é a patologia monogénica autossómica recessiva mais frequente 
na população Caucasiana, sendo a principal causa de morte entre crianças e jovens 
adultos. Na população Europeia, a frequência de doentes com FC é de 1 em 2500 recém-
nascidos, com variações significativas de acordo com o grupo étnico e localização 
geográfica. Contudo, em Portugal, a prevalência da FC é desconhecida. O objetivo deste 
projeto é determinar o tipo e frequência das variações de sequência do gene Cystic 
Fibrosis Transmembrane conductance Regulator (CFTR) da FC, na população 
Portuguesa e, consequentemente, avaliar a prevalência da FC através do estudo de um 
grupo de crianças (912 amostras) selecionadas aleatoriamente e representativas da 
população Portuguesa. Foi efetuado o rastreio completo do gene CFTR (Cystic Fibrosis 
Transmembrane conductor Regulator) em 100 amostras de ADN extraído de células da 
mucosa bucal através de sequenciação direta. Foram identificadas 13 mutações 
diferentes. A variante IVS8T5 foi identificada em 8 amostras (8%), as mutações p.L997F 
e p.F508C em 3 amostras (3%), as mutações p.G576A e p.R668C em 2 amostras (2%) e 
as mutações p.R75Q, p.R170H, p.D443Y, p.F508del, p.V754M, p.L976S, p.F1052V e 
p.S1235R foram identificadas numa amostra (1%). No total, foram identificados três 
alelos complexos, G576A-R668C-D443Y, G576A-R668C e S1235R-IVS8T7(TG)12. 
Relativamente às variações de sequência do CFTR, foram detetadas 19 alterações 
diferentes, das quais três foram identificadas pela primeira vez, c.273+35C>T, no intrão 3, 
c.744-31TTGA(3), no intrão 6a e c.1614T>C (p.A538A), no exão 11. A variante 
c.1408A>G (p.M470V) foi identificada em 84 amostras (84%), a c.2562T>G (p.T854T) em 
54 amostras (54%), a c.4389G>A (p.Q1463Q) em 50 amostras (50%), a c.744-
31TTGA(3_5) em 27 amostras (27%), a c.869+11C>T em 15 amostras (15%), a 
c.743+40>G em 11 amostras (11%), as variantes c.1584G>A (p.E528E), c.3140-92T>C e 
c.3870A>G (p.P1290P) em 8 amostras (8%), a c.-8G>C em 7 amostras (7%), a 
c.4272C>T (p.Y1424Y) em 3 amostras (3%), as variantes c.2909-71G>A e c.3874-
200G>A em 2 amostras (2%) e as variantes c.273+35C>T, c.1052C>G (p.T351S), 
c.1163C>T (p.T388M), c.1614T>C (p.A538A), c.2898G>A (p.T966T), e c.3285A>T 
(p.T1095T) numa amostra (1%). Nesta análise preliminar, 13 mutações diferentes foram 
identificadas em 22 indivíduos, o que corresponde a uma frequência de portadores de 
variações de sequência de 22%. A frequência alélica da variante IVS8T5 (4%) é similar à 
reportada para a população geral Portuguesa (3,5%). Não foram identificadas duas 
mutações graves, em simultâneo, no gene CFTR em nenhuma amostra, contudo, a 
presença das mutações p.L967S com IVS8T5(TG)12, identificadas na amostra de um 
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rapaz, pode causar um fenótipo de Ausência Congénita Bilateral dos Canais Deferentes, 
se em heterozigotia composta. Com o presente estudo, esperamos contribuir para um 
maior conhecimento do painel de variações de sequência do gene CFTR na nossa 
população, tal como melhorar o diagnóstico de FC em Portugal. 
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Abstract 
 
Cystic Fibrosis (CF) is defined as the most frequent monogenic autosomal recessive 
disease in the Caucasian population, being the major cause of death in children and 
young adults. In the European population, the frequency of CF patients is 1 in 2500 births, 
with significant variations according to ethnic group and geographical location. However, 
in Portugal, the prevalence of CF is unknown. The aim of the present study is to 
determine the type and frequency of CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductor 
Regulator) gene sequence variations in the Portuguese population and, consequently, to 
evaluate the prevalence of CF by studying a group of individuals (912 samples) randomly 
selected and representative of the Portuguese population. The complete screening of the 
CFTR gene was performed by direct sequencing in 100 DNA samples, extracted from 
buccal mucosa cells. Thirteen different mutations were identified. IVS8T5 variant was 
detected in 8 samples (8%). Mutations p.L997F and p.F508C were identified in 3 samples 
(3%), p.G576A, p.R668C were identified in 2 samples (2%) and p.R75Q, p.R170H, 
p.D443Y, p.F508del, p.V754M, p.L976S, p. F1052V and p.S1235R were identified in 1 
sample (1%). In the total, three complex alleles were detected, G576A-R668C-D443Y, 
G576A-R668C and S1235R-IVS8T7(TG)12. Regarding CFTR sequence variations, 19 
different variations were identified, of them three identified for the first time, c.273+35C>T, 
in intron 3, c.744-31TTGA(3), in intrão 6a and c.1614T>C (p.A538A), in exon 11. The 
c.1408A>G (p.M470V) variant was detected in 84 samples (84%), the c.2562T>G 
(p.T854T) in 54 samples (54%), the c.4389G>A (p.Q1463Q) in 50 samples (50%), the 
c.744-31TTGA(3_5) in 27 samples (27%), the c.869+11C>T in 15 samples (15%), the 
c.743+40>G in 11 samples (11%), the c.1584G>A (p.E528E), c.3140-92T>C and 
c.3870A>G (p.P1290P) variants in 8 samples (8%), the c.-8G>C in 7 samples (7%), the 
c.4272C>T (p.Y1424Y) in 3 samples (3%), the c.2909-71G>A and c.3874-200G>A 
variants in 2 samples (2%) and the c.273+35C>T, c.1052C>G (p.T351S), c.1163C>T 
(p.T388M), c.1614T>C (p.A538A), c.2898G>A (p.T966T) and c.3285>T (p.T1095T) 
variations were detected in 1 sample (1%). In this preliminary analysis, 13 different CFTR 
mutations were detected in 22 of the 100 samples, corresponding to a 22% of sequence 
variations carrier’s frequency. The allelic frequency of IVS8T5 variant (4%) is similar to 
that reported for the general Portuguese population (3.5%). The presence of two CF 
mutations was not identified in any sample, however, the detection of p.L967S mutation 
with the IVS8T5(TG)12 variant, which may cause Congenital Bilateral Absence of Vas 
Deferens (CBAVD), if in compound heterozigosity, was identified in a boy. The results 
obtained with the present study are expected to contribute for a better knowledge of the 
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Portuguese CFTR gene sequence variations spectrum as well as to improve the CF 
diagnosis used in Portugal. 
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1. Introdução 
1.1. Fibrose Cística 
A Fibrose Cística (FC, MIM 219700) é a patologia genética autossómica recessiva 
mais comum na população Caucasiana, sendo que, atualmente, a idade média de 
sobrevida é cerca de 37 anos (Figura 1) (Dalcin & Abreu e Silva, 2008; Moskowitz et al., 
2008; Cystic Fibrosis Foundation, 2011). De acordo com um estudo realizado por Welsh e 
colaboradores, esta patologia afeta 1 em cada 2500 recém-nascidos e 1 em cada 25 
indivíduos é portador assintomático de uma mutação no gene da FC (Welsh et al, 2001). 
 
Figura 1: Idade média de sobrevida de doentes com FC. Adaptado de Cystic Fibrosis Foundation 
Patient Registry: Annual Data Report 2010. 
 
1.1.1. Contexto histórico 
A FC foi descrita pela primeira vez como “fibrose cística do pâncreas” por Andersen 
em 1938 (Andersen, 1938). Mais de uma década depois, Kessler e Andersen 
descreveram a ligação desta patologia com um transporte de sal alterado (Kessler & 
Andersen, 1951). No seguimento destes estudos, Paul di Sant’Agnese demonstrou a 
elevada concentração de eletrólitos no suor de pacientes com FC (di Sant'Agnese et al, 
1953b), o que se tornou um importante marco para o diagnóstico de FC e permitiu 
desenvolver o teste de suor (Gibson & Cooke, 1959), ainda hoje utilizado para rastreio de 
FC. Em 1983, Quinton (Quinton & Bijman, 1983) reportou uma diminuição da 
permeabilidade de cloro (Cl-) nas glândulas sudoríparas de pacientes com FC, concluindo 
assim que esta seria a causa das alterações nos diferentes órgãos. 
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Em 1985, foi descrita a localização do gene responsável pela FC no braço longo do 
cromossoma 7 (Knowlton et al., 1985; Wainwright et al., 1985). Já em 1989, Kerem, Tsui 
e colegas identificaram o gene da FC (Kerem et al., 1989) e aperceberam-se que a 
proteína traduzida por este gene constituía um canal de Cl- ou um regulador deste 
eletrólito, daí ter sido denominada por Cystic Fibrosis Transmembrane conductance 
Regulator (CFTR) (Riordan et al., 1989). Ainda em 1989, foi fundado o CF Genetic 
Consortium por Tsui para coordenar a informação relacionada com as mutações neste 
gene. 
 
1.1.2. Incidência 
A frequência e distribuição das mutações no gene CFTR variam entre diferentes 
populações, tal como a prevalência de FC (Tabela I) (Figura 2) (WHO, 2004; O'Sullivan & 
Freedman, 2009; Salvatore et al., 2011). 
 
Figura 2: Incidência da FC. Adaptado de WHO, 2004. 
 
Na América do Norte, a incidência de FC é de 1 em 3500 recém-nascidos. Na 
América do Sul, há muita heterogeneidade devido aos diferentes grupos étnicos, sendo  a 
frequência de F508del maior em países com maior contribuição Caucasiana. A incidência 
varia entre 1 em 3900 e 1 em 8500 recém-nascidos em Cuba e no México, 
respetivamente. No Norte de África, não há dados concretos, contudo estima-se que a 
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FC seja relativamente comum, com influências da Europa a nível de distribuição de 
mutações. Na África do Sul, estima-se que 1 em 42 sejam portadores da patologia e que 
1 em 7056 tenham FC. Na Ásia, estima-se uma baixa prevalência de FC, de 1 em 
40000/100000 recém-nascidos na Índia e de 1 em 100000/350000 no Japão. Na 
Oceânia, a elevada prevalência deverá estar relacionada com emigração europeia (WHO, 
2004). 
Na Europa, 1 em 2000/3000 recém-nascidos são diagnosticados com FC e 1 em 
20/30 são portadores assintomáticos de uma mutação no gene CFTR (Estivill et al, 1997; 
WHO, 2004). A mutação CFTR mais comum é a F508del, que é identificada em 2/3 dos 
alelos CFTR de pacientes com FC (WHO, 2004), com uma diminuição da frequência do 
Noroeste para o Sudeste da Europa (Bobadilla et al, 2002). Os restantes alelos variam, 
em frequência com pouco mais de 20 mutações com uma frequência superior a 0,1%. 
Contudo, algumas mutações podem apresentar uma frequência superior sendo 
característica de uma região ou país (Bobadilla et al., 2002; WHO, 2004). 
Tabela I: Incidência da FC 
Continente País Incidência 
Europa Turquia >1:10000 
 Polónia 1:6000 
 França 1:4600 
 Itália 1:4238 
 Espanha 1:3500 
 Portugal 1:3000 
 Suécia 1:2200-4500 
 UK 1:2415 
 Escócia 1:1984 
 Irlanda 1:1353 
América do Norte 
USA 
1:3200 em caucasianos 
1:15000 em não caucasianos 
 Canada 1:3608 
América do Sul Equador 1:11252 
 México 1:8500 
 Brasil 1:6902 
 Cuba 1:3900 
África África do Sul 1:7056 
Ásia Japão 1:100000-350000 
 Índia 1:40000-100000 
Oceânia Austrália 1:2500 
Adaptado de WHO, 2004 e  Salvatore et al, 2011. 
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Para a população Caucasiana em Portugal, estima-se que 1 em cada 3000 recém-
nascidos sofra de FC e que 1 em cada 25 seja portador assintomático de uma mutação 
do gene CFTR (WHO, 2004; Salvatore et al,2011). Contudo, a prevalência de FC na 
região Centro de Portugal foi descrita como sendo 1:14000, de acordo com os registos 
obtidos entre 1970 a 2008 dos dois centros de diagnóstico de FC dessa região (Lemos et 
al, 2010) (Tabela II). Entre 1992 e 1995, foi também realizado um rastreio pré-natal 
experimental pelo teste do tripsinogénio imunorreativo (IRT), tendo sido estimada uma 
incidência de FC de 1 em 10000 recém-nascidos nos distritos do Porto e de Coimbra 
(Vilarinho et al., 2006). 
Tabela II: Prevalência da FC na região Centro de Portugal de 1970 a 2008. 
Período Prevalência 
1970-79 1:14837 
1980-89 1:13226 
1990-99 1:12671 
2000-08 1:16334 
Total 1:14181 
Adaptado de Lemos et al, 2010. 
 
1.1.3. Manifestações clínicas da FC 
Os pacientes com FC apresentam uma alteração no canal de Cl- regulado por 
cAMP, canal CFTR, que é expresso de uma forma multissistémica, nas células epiteliais 
(Yoshimura et al., 1991; Trezise et al, 1993), incluindo nos ductos sudoríparos, nas vias 
respiratórias, no ducto pancreático, no intestino e nos canais deferentes, entre outros 
(Knowles & Durie, 2002) (Figura 3). Esta alteração pode provocar um aumento da 
concentração de sal (NaCl) no suor, infeções bacterianas nos pulmões e bronquiectasias, 
insuficiência pancreática, obstrução intestinal, cirrose, ausência congénita bilateral dos 
canais deferentes (CBAVD), entre outros (Yankaskas et al, 2004). A FC clássica resulta 
em morte em idade jovem em cerca de 50% dos casos, tendo como principal causa a 
falha progressiva dos pulmões. A esperança média de vida tem vindo a aumentar ao 
longo dos anos devido a melhores técnicas de diagnóstico e a tratamentos mais 
adequados (Yankaskas et al., 2004; Dorfman & Zielenski, 2006) (Figura 1). 
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Figura 3: Sintomas da FC clássica e de CFTR-Related Disorders (RD). A FC clássica é multissistémica, 
enquanto as CFTR-RD, previamente denominadas como FC não clássica ou atípica, são 
monossintomáticas. Adaptado de Knowles, 2002. 
 
1.1.3.1. Glândulas sudoríparas 
Desde 1953, a elevada concentração de sal no suor nos doentes com FC é usada 
como método de diagnóstico. Enquanto, numa situação normal, o canal CFTR permite a 
reabsorção de Cl- do suor através dos ductos das glândulas sudoríparas 
(Vankeerberghen et al, 2002; Riordan, 2008), mantendo a concentração de NaCl inferior 
a 40 mmol/L, num indivíduo com FC, o Cl- não é reabsorvido e a concentração de NaCl 
no suor é igual ou superior a 60mmol/L. Em alturas de muito calor, como aconteceu 
quando Sant’Agnese detetou este sintoma, os indivíduos com FC sofrem uma 
desidratação extrema, podendo mesmo ter paragem respiratória (di Sant'Agnese et al, 
1953a). 
1.1.3.2. Pulmões 
Ao nível dos pulmões, o balanço entre fluido e eletrólitos permite a movimentação 
do fluido aquoso e de partículas (por exemplo, bactérias) (Vankeerberghen et al, 2002; 
Riordan, 2008). Com a redução de Cl- à superfície das vias respiratórias, aumenta a 
absorção de Na+ e de H2O, formando-se um muco espesso, que permite a acumulação 
de bactérias (Mall et al, 1998; Berdiev et al, 2009). Assim, a inflamação crónica e a 
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infeção pulmonar provocam uma progressiva obstrução das vias respiratórias, que 
eventualmente leva a falência respiratória, sendo a principal causa de incapacitação e 
morte prematura dos indivíduos com esta patologia. Apesar de tão grave, na maioria das 
vezes, este processo só se inicia após o nascimento, sendo que durante o estadio fetal a 
estrutura pulmonar é normal.  
1.1.3.3. Pâncreas  
No pâncreas, o eletrólito mais importante é o HCO3
-, também secretado pelo canal 
CFTR (Kim & Steward, 2009). Na FC, ocorre redução da secreção deste eletrólito no 
pâncreas, levando à ativação prematura das enzimas nos ductos pancreáticos e, 
consequentemente, à degradação tecidual, fibrose e formação de quistos. 
1.1.3.4. Fígado 
Uma secreção anormal de Cl- nos ductos biliares provoca um aumento da 
viscosidade da bílis e do seu pH, o que conduz à obstrução do canal biliar e à 
consequente cirrose biliar focal, em 6-8% dos pacientes com FC (Bhaskar et al, 1998). 
1.1.3.5. Nutrição e absorção no intestino delgado 
Devido à obstrução dos ductos pancreáticos, as enzimas pancreáticas não migram 
para o intestino delgado. Como consequência, ocorre uma má absorção de gorduras, 
vitaminas lipossolúveis (A, D, E, K) e de proteínas, o que provoca desnutrição e atraso de 
crescimento. 
Nas crianças, a acumulação de mecónio é responsável pelo intestino 
hiperecogénico, que pode constituir um marcador ecográfico, indicando a possibilidade 
do feto ter FC. Nos adultos, este pode progredir para a Síndrome Intestinal Distal 
Obstrutiva (Blackman et al., 2006). 
1.1.3.6. Sistema reprodutivo e infertilidade 
Nas mulheres, foi observada uma redução da fertilidade, devido à espessura do 
muco cervical, este cria um ambiente hostil para os espermatozoides, inibindo a 
fertilização do óvulo (Moskowitz et al., 2008). Outros estudos, relatam também órgãos 
reprodutores reduzidos em mulheres com FC (Hodges et al, 2008). Apesar destas 
mulheres terem uma má nutrição e patologia pulmonar, devido aos avanços nos 
tratamentos (Moskowitz et al., 2008), a gravidez é levada a termo com sucesso 
(Edenborough et al, 2000; Gilljam et al., 2000). 
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Nos homens com FC, a percentagem de indivíduos inférteis ultrapassa os 95%. 
Sofrem de azoospermia obstrutiva, que ocorre por CBAVD (Grangeia et al., 2005; 
Moskowitz et al., 2008), sendo que, geralmente, estes indivíduos têm uma 
espermatogénese normal. Nestes homens, com FC ou CBAVD isolado, é possível 
recorrer a tecnologias de reprodução medicamente assistida (RMA) (Moskowitz et al., 
2008). No caso do indivíduo com FC ou com CBAVD com, pelo menos, uma mutação 
identificada no gene CFTR, o primeiro passo é uma consulta de aconselhamento 
genético, seguida do estudo molecular completo do gene CFTR da companheira. Se esta 
não for portadora de mutações, é efetuada um biópsia testicular, que pode ser por 
aspiração microscópica de espermatozoides do epidídimo (MESA) (Oates et al, 1992), 
seguida de uma injeção intracitoplasmática de um espermatozoide (ICSI) (Grangeia et al., 
2005). No caso de a companheira ser portadora de mutações, opta-se também pela 
realização da ICSI, seguida de diagnóstico genético pré-implantação (DGPI), para 
pesquisa das mutações no embrião (Handyside et al, 1992), ou de diagnóstico pré-natal 
(DPN), através da análise de ADN do feto extraído do líquido amniótico ou da biópsia das 
vilosidades coriónicas. 
 
1.1.4. CFTR-Related Disorders (CFTR-RD) 
CFTR-Related Disorders são formas monossintomáticas de FC (Tabela III), 
normalmente associadas a um genótipo mutação grave/mutação moderada ou uma 
mutação moderada em cada alelo CFTR. 
Nestes casos, o diagnóstico é efetuado muitas vezes em adultos, geralmente com o 
teste do suor borderline ou inferior a 60mmol/L, e a esperança média de vida é similar à 
da população em geral. Estas patologias incluem CBAVD (Chillon et al., 1995; Costa et 
al., 2008), que se traduz na ausência congénita dos canais deferentes, resultando em 
infertilidade por azoospermia obstrutiva (Rowntree & Harris, 2003); bronquiectasias 
(Pignatti et al, 1995), que consistem na dilatação anormal dos brônquios, asma e as 
sinusites crónicas; pólipos nasais; pancreatites crónicas ou recorrentes, que consiste na 
atrofia, fibrose e inflamação do tecido pancreático (Sharer et al, 1998; Costa et al, 2008). 
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Tabela III: CFTR-Related Disorders. 
Patologia % de doentes com pelo menos 1 mutação FC Referências 
CBAVD 73%
a
 Chillon, 1995 
Bronquiectasias difusas 
60%
b 
12.5%
c
 
32%
a
 
Poller, 1991 
Simon-Bouy, 1993 
Pignatti, 1994 
Bronquiectasias com elevada [NaCl] 31%
d
 Gervais, 1993 
Aspergillosis bronco pulmonar alérgica 54%
c
 Miller, 1994 
Bronquite crónica de Pseudomonas 20%
c
 Miller, 1994 
Hipersecreção crónica bronquial 9.2%
d
 Dumur, 1990 
Pólipos nasais 6.2%
e
 Burger, 1991 
Hipertripsinemia transitória neonatal 6%
d
 Laroche, 1991 
Adaptado de Cystic Fibrosis Mutation Database: 
a 
Baseado no estudo completo das mutações do CFTR, 
incluindo IVS8T5. 
b 
Baseado na sequenciação dos exões que codificam Nucleotide Binding Domain 1 (NBD1). 
c 
Baseado no teste das mutações do CFTR mais comuns. 
d 
Baseado apenas no teste de F508del. 
e 
Baseado 
no teste de F508del, I507del, D110H, R117H, 621+1G>T, N1303K, G551D e R553X.  
1.2. Gene CFTR 
1.2.1. Estrutura e organização do gene CFTR 
O gene responsável pela FC foi identificado em 1989 por clonagem posicional, 
através do mapeamento físico do gene no cromossoma 7, por análise de ligação com um 
conjunto de marcadores polimórficos em indivíduos afetados e por chromossome jumping 
(Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989; Ferrari & Cremonesi, 1996). Através do 
mapeamento físico, foi possível identificar os 27 exões, sendo que inicialmente estavam 
descritos apenas 24 (Riordan et al., 1989). 
O gene CFTR está localizado no cromossoma 7q31.2 e tem 250 kb de ADN 
genómico (Zielenski et al., 1991). Este gene é traduzido num mARN de 6500 kb e este 
codifica uma proteína com 1400 aminoácidos (Figura 4), que funciona como um canal de 
transporte de Cl- localizado na região apical das células epiteliais, regulando assim o 
movimento de H2O e de solutos (Trezise et al., 1993; Vankeerberghen et al., 2002). 
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Figura 4: Esquema do gene e da proteína CFTR. O gene CFTR é traduzido num ARN mensageiro de 
6500 kb e este codifica a proteína CFTR com 1400 aminoácidos que se situa na membrana apical das 
células epiteliais. Adaptado de Welsh 2001. 
 
1.2.2. Espectro das mutações CFTR 
Sendo a FC uma patologia monogénica, todas as suas mutações estão localizadas 
no gene CFTR (Davis, Drumm, & Konstan, 1996), estando já descritas mais de 1800 
variações de sequência (Cystic Fibrosis Mutation Database). Determinadas regiões do 
gene, como as regiões que codificam os domínios Nucleotid-binding domains (NBDs) e o 
domínio R (Regulator) da proteína CFTR, contêm um maior número de mutações 
(Rowntree & Harris, 2003). A maioria das alterações é pontual, afeta um ou poucos 
nucleótidos. Do total de mutações, 41,8% são missense, levando à substituição de um 
aminoácido, 15,8% são frameshifts devido a pequenas inserções ou deleções, 12,7% 
alteram a zona de splicing, 9,6% são nonsense, originando um codão de terminação 
prematuro, 14,6% são polimorfismos e 5,4% são outras alterações na região promotora e 
grandes rearranjos (Cystic Fibrosis Mutation Database). 
A mutação F508del é a mais frequente e representa cerca de 70-90% dos alelos 
FC, apesar de variar geograficamente. Consiste na deleção de 3 nucleótidos CTT na 
posição 1521 do gene CFTR e envolve os aminoácidos Isoleucina (Ile) e Fenilalanina 
(Phe) nas posições 507 e 508, respetivamente, levando à deleção do aminoácido Phe e a 
substituição sinónima da Ile, alterando a função do domínio NBD1 (Bartoszewski et al., 
2010). Através de um estudo genético, investigadores descreveram a relação entre a 
frequência de F508del e a prevalência de FC (Bobadilla et al., 2002), sendo que, na 
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Europa, a frequência de F508del diminui de Noroeste para Sudeste e o mesmo acontece 
com a prevalência de FC (Estivill et al, 1997; Baskin et al, 2002; Nissim-Rafinia et al, 
2006). 
Apenas 4 mutações têm uma frequência superior a 1%, G542X, G551D, N1301K e 
W1282X. Algumas mutações raras, características de uma população, podem alcançar 
uma frequência mais elevada nessa população (WHO, 2004) (Tabela IV). Estas 
mutações específicas estão possivelmente relacionadas com o efeito fundador (Rowntree 
& Harris, 2003) e demonstram a importância do uso de um protocolo específico de 
diagnóstico para cada população. 
Em Portugal, segundo um estudo retrospetivo realizado em 2010 sobre a 
prevalência da FC no Centro do país, a frequência de F508del ronda os 69%, sendo que 
a R334W chega aos 12,8% (Lemos et al., 2010). 
Tabela IV: Distribuição geográfica das mutações CFTR mais comuns na Europa. 
Mutação Região  Mutação Região 
E60X Sul da Europa  G551D Europa Central, Reino Unido 
R75X Sul da Europa  Q552X Sul da Europa, Itália 
394delTT Região Nórdica  R553X Europa Central 
G85E Sul da Europa  R560T Irlanda do Norte 
R117H Populações derivadas da Europa   1811+1.6kbA>G Espanha 
R117C Norte da Europa  1898+1G>A Europa Central, Reino Unido 
621+1G>T Sul da Europa  2143delT Europa do Leste 
711+1G>T França  2183delAA>G Europa do Sul 
L206W Espanha  2184delA Populações derivadas da Europa  
V232D Espanha  2789+5G>A Populações derivadas da Europa  
1078delT França  Q890X Sul da Europa 
R334W Sul da Europa   3120+1G>A Sul da Europa 
R347P Populações derivadas da Europa  3272-26A>G Populações derivadas da Europa  
R347H Turquia  3659delC Escandinávia 
A455E Alemanha  3849+10kbC>T Sul da Europa 
1609delCA Espanha  R1066C Sul da Europa 
I506T Sul da Europa, Espanha  Y1092X Sul da Europa 
1507del Populações derivadas da Europa  3905insT Suíça 
F508del Populações derivadas da Europa  D1152H Populações derivadas da Europa  
1677delTA Sul da Europa  R1158X Sul da Europa 
1717-1G>A Populações derivadas da Europa  R1162X Itália 
V520F Irlanda  S1251N Populações derivadas da Europa  
G542X Sul da Europa  N1303K Sul da Europa 
Estes alelos ocorrem com uma frequência superior a 0.1% em populações específicas. Adaptado de 
Castellani et al, 2008. 
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1.2.3. Classes das mutações 
A classificação das mutações foi inicialmente proposta por Tsui, tendo sofrido 
algumas alterações até à data (Zeitlin, 1998). Esta classificação baseia-se nas 
consequências a nível molecular e funcional, nomeadamente nos seus efeitos a nível da 
transcrição, processamento celular e função da proteína (Zielenski, 2000; Jarzabek et al., 
2004;Amaral & Kunzelmann, 2007; Rogan et al, 2011) (Figura 5). 
Classe I: Esta classe afeta a síntese da proteína e desta fazem parte cerca de 
metade das mutações CFTR (Rowntree & Harris, 2003; Tsui, 1995) (como por exemplo, 
nonsense, frameshift e mutações de splicing) (Rogan et al., 2011; Rowntree & Harris, 
2003; Schwarz et al., 2008). Nesta classe, o ARN mensageiro é instável e não é 
traduzido em proteína, ou a proteína é instável, truncada ou não funcional, sendo 
rapidamente reconhecida pelo retículo endoplasmático e degradada (Fanen & Hasnain, 
2001; Rowntree & Harris, 2003). Um exemplo deste tipo de mutações é a G542X, a qual 
origina um codão de terminação prematuro. As mutações incluídas nesta classe estão 
associadas a um fenótipo grave (Zielenski, 2000). 
Classe II: Esta classe afeta o processamento da proteína. Neste caso, o 
processamento numa proteína madura glicosilada falha e esta fica retida no retículo 
endoplasmático (Doull, 2001), sendo degradada no proteossoma (Proesmans et al, 
2008). As mutações desta classe são consideradas graves (por exemplo, F508del) 
(Rogan et al, 2011). 
Classe III: As mutações incluídas nesta classe provocam uma regulação anormal 
do canal de Cl- (Fanen & Hasnain, 2001). Estas mutações estão localizadas nos domínios 
NBD1 e 2 da proteína (por exemplo, G551D) e impedem a ligação de ATP a estes 
domínios e a sua hidrólise, necessária à abertura do canal (Rogan et al., 2011; Zielenski, 
2000). Estas alterações podem também afetar a regulação de outros canais (Fulmer et al, 
1995). 
Classe IV: As mutações pertencentes a esta classe reduzem a condutância de Cl-. 
Determinados segmentos de domínios Membrane-spanning domains (MSDs), nos quais 
se encontram as mutações desta classe, participam na formação do poro iónico 
(Zielenski & Tsui, 1995). Quando uma mutação desta classe está presente, ocorre uma 
diminuição do fluxo iónico (Fanen & Hasnain, 2001). Esta classe está associada a um 
fenótipo moderado com suficiência pancreática (Zielenski & Tsui, 1995). Um exemplo 
desta classe é a R117H (Rowntree & Harris, 2003). 
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Classe V: As mutações desta classe provocam níveis reduzidos de proteína normal 
na membrana apical das células epiteliais (Zielenski & Tsui, 1995) e estão associadas a 
um fenótipo moderado. Algumas destas mutações localizam-se na zona do promotor, 
reduzindo a transcrição, outras alteram o transporte e outras são mutações de splicing 
(Zielenski & Tsui, 1995). Dois exemplos desta classe são a A455E, que altera o 
transporte da proteína (Sheppard et al, 1995; Zielenski & Tsui, 1995), e a variante 
IVS8T5, que altera o splicing do exão 9. Neste último caso, a razão ARN mensageiro 
normal e ARN mensageiro mutado varia entre os diferentes órgãos do mesmo doente e 
entre diferentes doentes, conduzindo a uma diferença na quantidade de expressão da 
proteína CFTR funcional na membrana apical (Zielenski & Tsui, 1995; Mak et al, 1997; 
Kerem, 2005; Rogan et al., 2011). 
 
Figura 5: Mecanismos pelos quais as mutações alteram o normal funcionamento da proteína CFTR. 
Adaptado de Tsui et al, 1997. 
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Em 1999, Haardt et al, propuseram uma nova classe, nomeada como classe VI 
(Haardt et al, 1999; Zielenski, 2000). A esta classe pertencem mutações que reduzem a 
estabilidade da proteína CFTR (Haardt et al., 1999). Apesar de pouco descrita, esta 
classe deverá ter um fenótipo grave (Zielenski, 2000). 
As três primeiras classes estão associadas a insuficiência pancreática, contudo a 
gravidade da patologia pulmonar é variável (Proesmans et al., 2008), enquanto as 
classes IV e V estão associadas a um fenótipo moderado, visto que ocorre a produção de 
alguma proteína funcional (Zielenski, 2000). 
 
 
1.2.4. Polimorfismos do gene CFTR 
Polimorfismos são variações de sequência que não causam patologia e ocorrem 
com uma frequência superior a 1% na população geral. Até à data, estão descritos mais 
de 200 polimorfismos (Cystic Fibrosis Mutation Database; Rowntree & Harris, 2003). 
Alguns polimorfismos no gene CFTR podem estar localizados em regiões que 
regulam a expressão de proteína CFTR, podendo modificar a ligação de fatores de 
transcrição e alterar a gravidade do fenótipo da FC (Rowntree & Harris, 2003). Um 
exemplo é a influência dos polimorfismos IVS8(TG) e M470V na penetrância da variante 
IVS8T5 no splicing do exão 9 (Cuppens et al., 1998; Grangeia et al., 2004; Groman et al., 
2004).  Um maior número de repetições TG no intrão 8 ou/e a variante V470 estão 
associados a um aumento da proporção de transcritos sem o exão 9 (de Meeus et al, 
1998; Pagani et al., 2000; Groman et al., 2004; Bareil et al., 2007). 
 
1.2.5. Alelos complexos 
Os alelos complexos são constituídos por duas ou mais mutações do gene CFTR 
que se encontram no mesmo alelo, em cis (Clinical and Functional Translation of CFTR, 
Cystic Fibrosis Foundation). Em alguns casos, um alelo complexo pode ser constituído 
por um polimorfismo e por uma mutação, sendo que o primeiro pode afetar o efeito da 
mutação (Dork et al., 1991), como, por exemplo, o polimorfismo S912L que altera o efeito 
da mutação G1244V em cis (Clain et al., 2005). Noutros casos, pode ocorrer a 
associação em cis de duas mutações, como, por exemplo, a associação R347H-D979A, 
em que ocorre a combinação do efeito das duas mutações, reduzindo o transporte de Cl - 
(Clain et al., 2001). Outro alelo complexo muito frequente é a combinação em cis de 3 
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mutações, D443Y-G576A-R668C (Abramowicz et al, 2000). Os alelos complexos 
contribuem para a dificuldade de determinar a correlação genótipo-fenótipo (Clinical and 
Functional Translation of CFTR, Cystic Fibrosis Foundation). 
 
1.2.6. Correlação Fenótipo-Genótipo 
Os pacientes com FC têm uma variabilidade fenotípica bastante extensa e esta 
pode ser influenciada por fatores ambientais, terapêuticos e por outros genes, além do 
conjunto de mutações do gene CFTR (Tsui & Durie, 1997; Cutting, 2005; Davis, 2006). 
A melhor correlação genótipo-fenótipo é a nível da função pancreática (Moskowitz 
et al., 2008), em que se observou que os pacientes com uma ou duas mutações 
missense (classes IV e V) têm uma função exócrina pancreática suficiente (SP), 
enquanto pacientes com duas mutações de splicing, nonsense, de frameshift e algumas 
missense das classes I, II, III e VI apresentam insuficiência pancreática (IP) (Fanen & 
Hasnain, 2001). Assim, as mutações podem ser consideradas moderadas ou graves de 
acordo com a sua influência no estado pancreático (Rosenstein & Zeitlin, 1998). 
Relativamente à CBAVD, esta pode ser causada por um genótipo constituído por 
uma mutação grave em heterozigotia composta com uma mutação moderada ou pela 
combinação de duas mutações moderadas. Um dos genótipos mais comuns na CBAVD é 
a combinação da variante IVS8T5 com uma mutação grave no outro alelo (Grangeia et 
al., 2007). Neste caso, é importante avaliar o polimorfismo IVS8(TG)m, uma vez que este 
altera a penetrância da variante IVS8T5 (Fanen & Hasnain, 2001) e, consequentemente, 
o fenótipo, podendo os doentes apresentar alterações pulmonares ou pancreáticas 
associadas (Moskowitz et al., 2008). 
A nível da função pulmonar, a correlação é mais indefinida (Fanen & Hasnain, 
2001), sendo muito influenciada por genes modificadores, como os polimorfismos do 
gene do TGFβ que estão associados a um fenótipo pulmonar moderado (Bremer et al., 
2008), e por fatores ambientais, como o tabaco. Contudo, foram já estabelecidas algumas 
correlações. Um genótipo F508del/A455E apresenta melhor função pulmonar que um 
F508del homozigótico (De Braekeleer et al, 1997) e um genótipo R117H-IVS8T5/mutação 
grave provoca patologia pulmonar, enquanto R117H-IVS8T7/mutação grave tem um 
fenótipo variável (Chmiel et al, 1999). Estas mutações (A455E e R117H) são um exemplo 
de como as mutações associadas a SP causam uma patologia pulmonar mais moderada 
(Tsui & Durie, 1997), talvez como consequência de um melhor estado nutritivo 
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(Moskowitz et al., 2008). Contudo, as mutações associadas a IP causam um fenótipo 
pulmonar muito variável.  
A nível clínico, podemos, assim, concluir que genótipos moderados têm uma 
grande probabilidade de estar associados a um fenótipo menos agressivo, exceto no 
fenótipo da patologia pulmonar, que é muito variável (McKone et al, 2006). 
A análise de um grande número de casos bem caracterizados geneticamente 
poderia ajudar a compreender o fenótipo dos pacientes, ajustando, assim, o tratamento, 
bem como auxiliando no aconselhamento genético de casais em risco de ter uma criança 
com FC (Moskowitz et al., 2008; Salvatore et al., 2011). Disponibilizado pela Instituição 
Jonh Hopkins, o projeto CFTR2 (Clinical and Functional Translation of CFTR, Cystic 
Fibrosis Foundation), ainda em desenvolvimento, contém informações funcionais e 
clínicas de mutações do gene CFTR e tem como objetivo ajudar os clínicos no 
diagnóstico, prognóstico e tratamento (Clinical and Functional Translation of CFTR, Cystic 
Fibrosis Foundation ). 
 
1.3. Proteína CFTR 
A proteína CFTR é um canal de Cl- regulado por cAMP, que faz parte da família dos 
transportadores ABC (ATP-binding cassete), e diferencia-se desta por ser a única a 
funcionar como um canal de iões. Localiza-se na região apical das células epiteliais e 
consiste em dois domínios citoplasmáticos de ligação a nucleótidos (NBDs), dois 
domínios transmembranares (MSDs) e ainda no domínio Regulador (R), que induz a 
abertura do canal quando fosforilado pela cínase A (PKA) dependente de cAMP. Quando 
o domínio R é fosforilado pela PKA, o ATP tem acesso aos domínios NBD1 e 2 e, ao ser 
hidrolisado por estes, permite que o canal abra e os iões passem de acordo com o 
gradiente eletroquímico (Figura 6) (Vankeerberghen et al., 2002). 
Este canal transporta Cl-, HCO-3 e afeta outros transportes interagindo com outras 
proteínas (Stutts et al, 1997; Mall et al., 1999). 
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Figura 6: Esquema da proteína CFTR. Adaptado de Staruschenki et al, 2012. 
 
1.4. Diagnóstico 
O diagnóstico de FC deve ser estabelecido rapidamente de forma a providenciar 
aconselhamento e tratamentos apropriados aos doentes (Rosenstein, 1998; Rosenstein & 
Zeitlin, 1998). Os pontos importantes para o diagnóstico da FC são o teste de suor com 
elevada concentração salina (> 60mmol/L), insuficiência pancreática exócrina e patologia 
pulmonar crónica obstrutiva (Heeley & Watson, 1983), fazendo parte dos critérios de 
diagnóstico os que são apresentados na Tabela V (Rosenstein & Cutting, 1998). 
Tabela V: Critérios de diagnóstico da FC. 
1. Infeções pulmonares crónicas e/ou 
2. Manifestações gastrointestinais e/ou 
3. História familiar de FC e 
4. Suor com concentração de Cl
-
 > 60mmol/L e/ou 
5. Duas mutações causadoras de FC em heterozigotia composta ou homozigotia 
Adaptado de Rosenstein, 1998. 
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De uma forma resumida, o diagnóstico da FC deve basear-se na presença de dois 
ou mais sintomas característicos de FC, na história familiar de FC ou no rastreio pré-natal 
positivo em conjunto com estudos funcionais positivos para FC ou com a identificação de 
duas mutações FC (Rosenstein & Zeitlin, 1998; Gallati, 2003). 
O diagnóstico das CFTR-RD é mais complicado, pois estas caracterizam-se por 
serem monossintomáticas, com o teste de suor normal (> 30mmom/L) ou borderline 
(30mmom/L a 60mmom/L). Nestes casos, é necessário a deteção de duas mutações FC 
em heterozigotia composta, ou homozigotia (De Boeck et al, 2005). 
 
1.4.1. Estudos funcionais 
1.4.1.1. Teste do Suor 
Em 1959, Gibson and Cooke descreveram o método de diagnóstico através da 
análise de suor, Quantitative Pilocarpine Iontophoresis (Gibson & Cooke, 1959). Este 
método consiste na avaliação da concentração salina no suor, que se encontra elevada 
nos doentes com FC, devido à falha de reabsorção de iões nos ductos sudoríparos, 
ocorrendo, assim, acumulação de Na+ e Cl- (Heeley & Watson, 1983). Este método ainda 
é utilizado nos dias de hoje, estabelecendo o diagnóstico de FC quando a concentração 
de Cl- é superior a 60mmom/L. Em crianças, este pode ser considerado positivo quando é 
superior a 40mmom/L (De Boeck et al., 2005), devendo o exame ser realizado apenas 
em crianças com mais de 2 kg (Mishra et al, 2005). 
Outro estudo funcional é a medição da diferença do potencial nasal, que permite 
detetar se o transporte de iões através das células epiteliais nasais está alterado (Schuler 
et al., 2004). 
 
1.4.2. Estudos das mutações do gene CFTR 
1.4.2.1. Kits comerciais de diagnóstico de mutações FC mais 
frequentes 
Existem no mercado vários kits comerciais para o diagnóstico de mutações FC, 
como por exemplo o OLA (Oligonucleotid Ligation Assay) Cystic Fibrosis Assay (Abbott). 
Estes kits permitem detetar as mutações causadoras de FC mais frequentes na 
população Caucasiana (De Boeck et al., 2005) (Tabela VI). A maioria destas mutações é 
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recomendada pelo American College of Medical Genetics (ACMG) e pelo American 
College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG), sendo as outras específicas de 
determinadas populações (Abbott; Gallati, 2003). 
Tabela VI: Mutações FC detetadas pelo kit OLA (Abbott). 
ACMG-23  Mutações extra adicionadas ao kit 
1898+1 G>A  N1303K  R347H 
2789+5 G>A  711+1 G>T  S549N 
3849+10kb C>T  R334W  S549R 
A455E  1717-1 G>A  V520F 
R1162X  W1282X  394delTT 
R560T  R117H  3876delA 
3120+1 G>A  621+1 G>T  3905insT 
3659delC  R347P  2183AA>G 
G551D  R553X  1078delT 
G85E  2184delA   
G542X  I507del   
F508del     
Reagente suplemento   
5/7/9T (intrão 8)  I506V, I507V   
ACMG-23: painel de 23 mutações recomendado pela American College of Medical Genetics. Adaptado de 
Abbott. 
 
1.4.2.2. Estudo completo do gene CFTR 
No caso de nenhuma ou apenas uma mutação do gene CFTR ser detetada através 
do kit comercial, recorre-se a um estudo molecular completo do gene CFTR. 
Normalmente, a sequenciação completa do gene permite a análise da zona promotora e 
de todos os exões e os limites intrónicos adjacentes. Adicionalmente, pode ser também 
efetuado o rastreio de rearranjos do gene CFTR pela técnica MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) (De Boeck et al., 2005; Culling & Ogle, 2010). 
 
1.4.3. Rastreio pré-natal 
Entre 1981 e 1983, foi desenvolvido o IRT (Crossley et al, 1981; Wilcken et al, 
1983). O tripsinogénio é produzido no pâncreas e, em crianças com FC, os níveis de IRT 
são superiores no sangue (Wilcken & Wiley, 2003). Este protocolo tem 2 fases: na 
primeira, realiza-se o IRT em sangue seco; na segunda, repete-se o IRT numa amostra 
de sangue fresca, recolhida após duas semanas de idade, ou realiza-se um teste de ADN 
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para a mutação F508del (Culling & Ogle, 2010). O protocolo IRT/Teste de ADN tem sido 
descrito como mais eficiente (Gregg et al., 1993), com uma sensibilidade maior e os 
valores de falso positivo e de falso negativo inferiores aos do protocolo IRT/IRT (Sahai & 
Marsden, 2009; Culling & Ogle, 2010). 
O rastreio pré-natal é um tema controverso. A questão centra-se na razão entre a 
melhoria de vida dos doentes e os custos deste rastreio. Vários estudos têm descrito as 
vantagens do rastreio pré-natal. O diagnóstico precoce e o tratamento nesta fase 
permitem uma maior qualidade de vida, tanto a nível da nutrição, como a nível pulmonar 
(Dankert-Roelse & Merelle, 2005; Ross, 2008), o que se traduz num real aumento da 
sobrevivência de crianças com FC (Grosse et al, 2006). Num futuro próximo, a junção do 
rastreio pré-natal com as terapias génicas permitirá uma qualidade de vida muito próxima 
da qualidade da população geral. 
O rastreio pré-natal é realizado em vários países, como Holanda, Polónia e França 
(McCormick et al., 2005; Vailly, 2007; Cornel et al., 2012; Sobczynska-Tomaszewska et 
al., 2012). Em Portugal, foi apenas realizado um rastreio pré-natal experimental, que não 
foi implementado devido à inexistência de critérios para rastreio universal (Vilarinho et al., 
2006; Lemos et al., 2010). 
 
1.5. Tratamento 
Atualmente, os tratamentos de FC são direcionados para os diferentes sintomas 
relacionados com os diferentes órgãos, sendo importante um tratamento dirigido (Davis, 
2006). Existem 3 pontos importantes a ter em conta no tratamento da FC: desnutrição, 
obstrução pulmonar e infeção pulmonar (Yankaskas et al., 2004). 
A desnutrição está relacionada com a má absorção intestinal, devido ao facto do 
pâncreas ser anormal na maioria dos recém-nascidos com FC. O tratamento com 
suplementos de enzimas pancreáticas, bloqueadores da acidez do estômago e ingestão 
de vitaminas lipossolúveis, proteínas e calorias, ajuda a combater a desnutrição (Davis, 
2006; Moskowitz et al., 2008; Kreindler, 2010). 
A patologia pulmonar é o sintoma mais grave e letal. O muco produzido nos 
doentes com FC é mais viscoso, bloqueando os pulmões e criando um ambiente propício 
a infeções. Para tratar esta acumulação de muco, existem diversos métodos: o método 
de Ketchup-bottle, que consiste em virar o doente e bater-lhe na zona dos pulmões para 
libertar o muco; o método dos coletes mecânicos, que vibram repetidamente (Flume, 
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2009; Flume et al., 2009), entre outros. Sendo que, para doentes com FC em condições 
mais saudáveis, o exercício aeróbico é recomendado (Davis, 2006). Fármacos como 
broncodilatadores ajudam a desobstruir as vias aéreas e outros, como a DNase humana, 
reduzem a viscosidade do muco (Kreindler, 2010). Quando a lesão é irreversível e os 
pulmões colapsam, a única hipótese é o transplante (Moskowitz et al., 2008). 
Relativamente às infeções bacterianas, os antibióticos são administrados 
constantemente, variando entre orais e intravenosos. Está descrito que uma intensa 
terapia supressiva na infância, antes de estar estabelecida uma infeção crónica, permite 
uma qualidade de vida muito superior (Rosenfeld et al, 2003). 
Estão a ser desenvolvidas novas terapias para a FC. Estas consistem na correção 
e supressão do efeito de uma mutação (Rosenstein & Zeitlin, 1998) e na terapia génica, 
através da inserção de uma cópia normal do gene CFTR nas células (Davis, 2006; 
Kreindler, 2010). A FC é uma boa candidata para a terapia génica, especialmente, por ser 
uma patologia recessiva e progressiva (Lee et al., 2005), apesar de ainda não se terem 
alcançado resultados com sucesso. 
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2. Objetivo 
 
A análise molecular de rotina do gene da Fibrose Cística (FC) consiste na utilização 
de kits comerciais que detetam as mutações mais frequentes na população Caucasiana. 
De acordo com estudos europeus, a frequência das mutações do gene Cystic Fibrosis 
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) é heterogénea e a prevalência diminui 
do Noroeste para o Sudeste Europeu, sendo importante determinar a prevalência de FC, 
bem como a frequência das mutações do gene CFTR específicas para cada população. 
Deste modo, o objetivo deste estudo foi estabelecer o tipo e a frequência das 
variações de sequência do gene CFTR na população Portuguesa e, consequentemente, 
avaliar a prevalência da FC nesta população, através da análise completa do gene CFTR 
em 100 amostras da população Portuguesa. Com o presente estudo, pretende-se 
otimizar o diagnóstico molecular de FC na população Portuguesa. 
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3. Materiais e Métodos 
 
O material necessário para a realização deste projeto encontra-se descrito em 
anexo (ANEXO 7.1). 
 
3.1. Amostras 
Foi efetuada a recolha de ADN extraído das células da mucosa bucal de 912 
crianças representativas da população Portuguesa. A seleção das crianças foi feita em 
colaboração com o Serviço de Epidemiologia da Faculdade de Medicina da Universidade 
do Porto, integrado no projeto Geração XXI. 
Todas as análises genéticas foram realizadas após consentimento informado dos 
pais e confirmação da origem parental portuguesa.  
No presente trabalho, foram analisadas 100 amostras de ADN, de 51 crianças do 
sexo masculino e 49 do sexo feminino, por sequenciação direta. 
 
3.2. Extração de ADN 
A extração de ADN das células do epitélio bucal foi efetuada com o kit comercial 
JETQUICK Blood & Cell Culture (GENOMED). Depois de extraídas, as amostras de ADN 
foram guardadas a -20ºC. 
 
3.3. Quantificação por NanoDrop2000c 
As amostras de ADN foram quantificadas através da utilização do 
espectrofotómetro NanoDrop2000c (ThermoScientific). A medição da absorvância no 
comprimento de onda de 260 nm permitiu calcular a concentração de ADN em ng/µL. 
 
3.4. Análise completa do gene CFTR 
Foi efetuada a pesquisa de alterações de sequência nos 27 exões e zonas 
intrónicas adjacentes do gene CFTR através da amplificação do ADN genómico por 
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Polymerase Chain Reaction (PCR) seguida de eletroforese capilar, purificação e 
sequenciação do ADN amplificado. 
 
3.4.1. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
A reação de PCR foi efetuada num volume final de 20 µL, com as seguintes 
quantidades: 8,8 µL de H2O destilada (B/Braun), 2 µL de Buffer Taq com (NH4)2SO4 
(10X), 1 µL de MgCl2 (25mM), 2 µL de mix de dNTPs (0,5 µL de cada um) (10mM), 2 µL 
de cada primer (10 mM), 0,2 µL de enzima Taq DNA Polymerase (5U/µL) (Fermentas) e 2 
µL de amostra (Tabela VII).  
Tabela VII: Componentes de PCR. 
Volume total 20 µL 
ADN 2 µL 
H2O destilada 8,8 µL 
Buffer Taq 2 µL 
MgCl2 1 µL 
dNTPs 2 µL 
Primer Forward 2 µL 
Primer Reverse 2 µL 
Enzima Taq DNA Polymerase 0,2 µL 
 
Para cada exão e as zonas intrónicas adjacentes foi utilizado um par específico de 
primers (Tabela VIII). 
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Tabela VIII: Primers utilizados para amplificação dos 27 exões do gene CFTR. 
Exão Tamanho (pb) Sequência dos primers Temperatura 
de Annealing 
1 243 
F: TTG AGC GGC AGG CAC CCA G  
R: ACA CGC CCT CCT CTT TCG TG  
55 
2 240 
F: CCA AAT CAA GTG AAT ATC TG  
R: TAA TAA  TAT GAA TTT CTC TCT T  
50 
3 323 
F: TTG GAT ATA CTT GTG TGA AT  
R: TTC GTA GTC TTT TCA TAA TC  
50 
4 438 
F: TCA CAT ATG GTA TGA CCC TC  
R: TTG TAC CAG CTC ACT ACC TA  
55 
5 215 
F: TAT TTG TAT TTT GTT TGT TG  
R: TAA AAG ATT AAA TCA ATA GG  
50 
6a 345 
F: TGG AAG ATA CAA TGA CAC CTG  
R: GCA TAG AGC AGT CCT GGT TT  
55 
6b 417 
F: TGG AAT GAG TCT GTA CAG CG  
R: GAG GTG GAA GTC TAC CAT GA  
55 
7 390 
F: CAT CCT GAA TTT TAT TGT TA  
R: ATC ATA GTA TAT AAT GCA AA  
55 
8 225 
F: ATT AAT GCT ATT CTG ATT CT  
R: AGT TAG GTG TTT AGA GCA AA  
50 
9 561 
F: TGA AAA TAT CTG ACA AAC TC  
R: ACA GTG TTG AAT GTG GTG CA  
55 
10 341 
F: TCC TGA GCG TGA TTT GAT AA  
R: ATT TGG GTA GTG TGA AGG G  
55 
11 229 
F: CAG ATT GAG CAT ACT AAA AGT G  
R: ATT TAC AGC AAA TGC TTG CTA G  
55 
12 306 
F: ATG ACC AGG AAA TAG AGA GG  
R: GCT ACAA TTC TGC CAT ACC AA  
55 
13 906 
F: TGC TAA AAT ACG AGA CAT ATT GC  
R: TAC ACC TTA TCC TAA TCC TAT  
50 
14a 291 
F: GGT GGC ATG AAA CTG TAC TG  
R: TGT ATA CAT CCC CAA ACT ATC T  
50 
14b 174 
F: GGG AGG AAT TAG GTG AAG AT  
R: TAC ATA CAA ACA TAG TGG ATT  
50 
15 401 
F: TGT ATT GGA AAT TCA GTA AGT AAC TTT GG  
R: AGC CAG CAC TGC CAT TAG AAA  
50 
16 338 
F: TCT GAA TGC GTC TAC TGT GA  
R: GCA ATA GAC AGG ACT TCA AC  
55 
17a 288 
F: TGC AAT GTG AAA ATG TTT AC  
R: CTC TTA TAG CTT TTT TAC AA  
50 
17b 452 
F: TTC AAA GAA TGG CAC CAG TGT  
R: TGC AGC ATT TTA TTC ATT GA  
55 
18 277 
F: TAG GAG AAG TGT GAA TAA AG  
R: ATA CTT TGT TAC TTG TCT GA  
50 
19 449 
F: GTG AAA TTG TCT GCC ATT CT  
R: ACT CCA TAT AAT AAA ACA TGT GTG  
50 
20 260 
F: TAT GTC ACA GAA GTG ATC CC  
R: AAA ACT GGC TAA GTC CTT TT  
50 
21 477 
F: AAT GTT CAC AAG GGA CTC CA  
R: CAA AAG TAC CTG TTG CTC CA  
55 
22 322 
F: GCC CGC TGT GGT ATC TGA ACT ATC TT  
R: TGT CAC CAT GAA GCA GGC AT  
50 
23 227 
F: CTG TTC TGT GAT ATT ATG TG  
R: ATG AGA TCT TAA GTA AAG TT  
50 
24 329 
F: TCC CTG CTC TGG TCT GAC CTG C  
R: CAT GAG GTG ACT GTC CCA CGA G  
55 
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As condições de PCR utilizadas foram: 10min a 94ºC; 40 ciclos de 30seg a 94ºC, 
30seg à temperatura de annealing respetiva de cada conjunto de primers e 30seg a 72ºC; 
e 10min de extensão final a 72ºC (Tabela IX). 
Tabela IX: Condições de PCR. 
 Temperatura Tempo Ciclos 
Desnaturação inicial 94ºC 10 min  
Desnaturação 94ºC 30 seg 
40 Annealing 50ºC ou 55ºC 30 seg 
Extensão 72ºC 30 seg 
Extensão final 72ºC 10 min  
 
4ºC ∞  
 
 
3.4.2. Eletroforese Capilar 
Para determinar o tamanho dos produtos amplificados, utilizou-se o método da 
Eletroforese Capilar através do aparelho QIAxcel e do kit QIAxcel DNA Screening 
(Qiagen). 
Este método, similar à eletroforese em gel de agarose, consiste na separação de 
fragmentos de ácidos nucleicos. O aparelho contém 12 capilares e cada amostra é 
injetada num capilar diferente, onde é aplicada uma voltagem específica. Sendo que o 
ADN tem carga elétrica negativa, os fragmentos migram em direção ao pólo positivo, no 
topo do capilar. A velocidade de migração está inversamente relacionada com o tamanho 
dos fragmentos e a matriz dentro dos capilares contém sondas que se ligam aos ácidos 
nucleicos, o que permite ao aparelho detetar os fragmentos através da fluorescência. 
Esta é por fim convertida num impulso elétrico que é processado pelo software 
BioCalculatorTM (Qiagen). Os resultados são apresentados numa imagem virtual de um 
gel acompanhada de um electroforograma (Figura 7). 
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Figura 7: Eletroforese capilar: esquema e resultado da amplificação completa do gene CFTR. 
 
3.4.3. Purificação em colunas 
Após a confirmação dos produtos amplificados, estes foram purificados, de modo a 
remover oligonucleótidos, nucleótidos e enzima polimerase, através do kit EzWay™ PCR 
Clean-Up (KOMA BIOTECH), de acordo com o seguinte protocolo: 
1. Adicionou-se Binding Buffer num volume 5x superior ao volume da amostra; 
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2.  Transferiu-se o volume total para uma coluna inserida num tubo de recolha 
(ambos fornecidos no kit) e centrifugou-se durante 1min a 14000 rpm (rotações 
por minuto); 
3. Desprezou-se o conteúdo do tubo de recolha; 
4. Adicionou-se 750 µL de Wash Buffer à coluna inserida no mesmo tubo e 
centrifugou-se 3min a 14000 rpm; 
5. Transferiu-se a coluna para um tubo Eppendorf de 1,5mL e adicionou-se 30 µL de 
Elution Buffer à coluna e incubou-se durante 2min à temperatura ambiente; 
6. Centrifugou-se durante 1min a 14000 rpm, desprezou-se a coluna e guardou-se a 
amostra a -20ºC. 
 
3.4.4. Purificação em placa magnética 
Para o mesmo efeito, foi utilizado, em alternativa, o método de purificação em placa 
magnética, que consiste na ligação do ADN a esferas magnéticas, enquanto se 
adicionam reagentes para eliminar os reagentes não utilizados no PCR. 
1. Adicionou-se 1 µL de reagente Agencourt AMPure XP (BECKMAN COULTER) 
por µL de produto a purificar; 
2. Misturou-se bem o reagente, fazendo up and down 10 vezes e incubou-se 
5min à temperatura ambiente; 
3. Transferiu-se a placa para a placa magnética e esperou-se 2min; 
4. Aspirou-se o sobrenadante e descartou-se, sem destruir o anel de esferas 
magnéticas; 
5. Adicionou-se 200 µL de Etanol 70% e esperou-se 30 seg; 
6. Aspirou-se e descartou-se sobrenadante; 
7. Repetiu-se uma vez os passos 5 e 6; 
8. Retirou-se a placa da placa magnética; 
9. Adicionou-se 40 µL de Elution Buffer e misturou-se bem (up and down 10 
vezes), de modo a que o ADN se separe das esferas e se dilua no Elution 
Buffer; 
10. Esperou-se 2min e voltar a passou-se a placa para a placa magnética; 
11. Esperou-se 1min, para se voltar a formar o anel de esferas, e transferiu-se os 
produtos purificados para novos tubos. 
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3.4.5. Reação de sequenciação e precipitação 
Para sequenciar as amostras foi realizada uma reação de sequenciação, seguida 
de precipitação. 
A reação de sequenciação foi realizada com o kit ABI PRISM BigDye Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing (AppliedBiosytems). Para obter um volume final de 10 µL, 
misturou-se 2-5 µL de produto purificado, 2 µL de Terminator Ready Reaction Mix (2,5X), 
que contém ddNTPs e enzima polimerase de ADN, 1 µL de Sequencing buffer (5X), 0,5 
µL de primer (3,2 mM), forward ou reverse, e perfez-se o volume com H2O destilada 
(B/Braun) (Tabela X). 
Tabela X: Componentes da reação de sequenciação. 
Volume total 10 µL 
Produto purificado 2-5 µL 
H2O destilada 1,5-4,5 µL 
Sequencing buffer 1 µL 
Terminator Ready Reaction Mix 2 µL 
Primer 0,5 µL 
 
Os primers utilizados foram os mesmos utilizados para a PCR (Tabela VIII), exceto 
o primer forward do exão 9, em que se utiliza o primer 9i2F: 5’-GGG GAA TTA TTT GAG 
AAA GC-3’. As condições da reação estão descritas na Tabela XI. 
Tabela XI: Condições da reação de sequenciação. 
 Temperatura Tempo Ciclos 
Desnaturação inicial 94ºC 3 min  
Desnaturação 96ºC 10 seg 
24 Annealing 50ºC 5 seg 
Extensão 60ºC 4 min 
 
4ºC ∞  
 
De seguida, efetuou-se a precipitação dos produtos de PCR, de acordo com o 
seguinte protocolo: 
1. Adicionou-se 25 µL de Etanol (100%), 1 µL de EDTA (125mM) e 1 µL de Acetato 
de Sódio (3M) ao produto de sequenciação; 
2. Incubou-se durante 30min a 4ºC; 
3. Centrifugou-se 25min a 14000 rpm e rejeitou-se o sobrenadante; 
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4. Adicionou-se 100 µL de Etanol (70%); 
5. Centrifugou-se 20min a 14000 rpm; 
6. Rejeitou-se o sobrenadante e secou-se o pellet durante 1min a 90ºC; 
7. Guardou-se a -20ºC. 
Para sequenciar os produtos, adicionou-se 10 µL de formamida desionizada ao 
pellet e incubou-se durante 30min à temperatura ambiente, protegido da luz. Após passar 
as amostras pelo vortex, transferiu-se o conteúdo para a placa de sequenciação e 
desnaturou-se durante 5min a 95ºC, seguido de 5min em gelo. Por fim, a placa foi 
colocada no sequenciador automático ABI Prism 3500, utilizando o polímero POP-7. 
 
3.5. Análise bioinformática de sequências 
A análise das sequências foi efetuada através do programa Sequence Scanner 
fornecido pela Applied Biosystems, com o programa Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST) e a base de dados Cystic Fibrosis mutation database (Cystic Fibrosis Mutation 
Database), onde estão referenciadas todas as alterações descritas no gene CFTR, tal 
como a sequência do gene CFTR usada como referência. 
Para determinar o efeito das alterações de sequência descritas pela primeira vez, 
recorreu-se a programas bioinformáticos disponíveis online como o MutationTaste, 
PolyPhen2, PMut, Netgene2 e Sift. Estes programas, através da análise da sequência, 
determinam a probabilidade da alteração ser uma mutação ou uma variação da 
sequência polimórfica e indicam qual o seu possível efeito na proteína.  
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4. Resultados 
 
Neste estudo, analisaram-se os 27 exões e as respetivas zonas intrónicas 
flanqueadoras do gene CFTR do ADN extraído de 100 amostras da população 
Portuguesa. Para tal, recorremos à técnica de PCR e à sequenciação direta do ADN. 
Após a extração de ADN, as amostras foram quantificadas, sendo que o valor médio de 
concentração de ADN foi 10,0 ng/µL. A fase seguinte foi amplificar todos os exões do 
gene CFTR nas 100 amostras. Para a amplificação de cada exão e das zonas intrónicas 
adjacentes foi utilizado um par de primers específico e os produtos amplificados foram 
confirmados por Eletroforese Capilar (Figura 8). 
 
Figura 8: Imagem virtual do gel de todos os produtos amplificados, correspondentes aos 27 exões do 
gene CFTR. Exemplo da amostra 1. 
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Depois de confirmada a amplificação dos 27 produtos de PCR, estes foram 
purificados e sequenciados. Por fim, as sequências resultantes (Figura 9) foram 
analisadas com ajuda do BLAST, da base de dados das mutações do gene CFTR (Cystic 
Fibrosis Mutation Database) e do programa Sequence Scanner (AppliedBiosystems).  
 
 
Figura 9: Sequência forward do exão 1 e das respetivas zonas intrónicas do gene CFTR. O exão 1 
começa no codão ATG, codão de iniciação (Metionina) e termina em CAG. 
 
4.1. Alterações encontradas 
No total, foram detetadas 32 alterações diferentes em 100 amostras, descritas na 
Tabela XII. Nos exões 1, 2, 4, 6a, 6b, 14b, 16, 18, 21, 22 e 23, não foi detetada qualquer 
alteração. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Exão 1 
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Tabela XII: Alterações detetadas nas 100 amostras analisadas. 
Localização Nome  Alteração de nucleótido Efeito 
Promotor  c.-8G>C Variação de sequência 
Exão 3 p.R75Q
b 
c.224G>A Substituição de aa 
Intrão 3 
 
c.273+35C>T
a
 Variação de sequência 
Exão 5 p.R170H
b 
c.509G>A Substituição de aa 
Intrão 6ª  c.743+40A>G Variação de sequência 
Intrão 6ª  c.744-31TTGA[3_7] Variação de sequência 
Intrão 6b  c. 869+11C>T Variação de sequência 
Exão 7 p.T351S c.1052C>G Substituição de aa 
Exão 8 p.T388M c.1163C>T Substituição de aa 
Intrão 8
c 
IVS8(TG)m c.1242-12_1242-35TG[9_13] Variação de sequência 
Intrão 8 IVS8Tn c.1210-12T[5_9] Splicing anormal 
Exão 9 p.D443Y c.1327G>T Substituição de aa 
Exão 10 p.M470V c.1408A>G Substituição de aa 
Exão 10 p.F508C
b 
c.1523T>G Substituição de aa 
Exão 10 p.F508del c.1521-1523delCTT Deleção de aa 
Exão 10 p.E528E c.1584G>A Variação de sequência 
Exão 11 p.A538A c.1614T>C
a 
Variação de sequência 
Exão 12 p.G576A c.1727G>C Substituição de aa 
Exão 13 p.R668C c.2002C>T Substituição de aa 
Exão 13 p.V754M
b 
c.2260G>A Substituição de aa 
Exão 14a p.T854T c. 2562T>G Variação de sequência 
Exão 15 p.T966T c.2898G>A Variação de sequência 
Exão 15 p.L967S
b 
c.2900T>C Substituição de aa 
Intrão 15  c.2909-71G>C Variação de sequência 
Exão 17a p.L997F c.2991G>C Substituição de aa 
Intrão 17a  c.3140-92T>C Variação de sequência 
Exão 17b p.F1052V c.3154T>G Substituição de aa 
Exão 17b p.T1095T c.3285A>T Variação de sequência 
Exão 19 p.S1235R
b 
c.3705T>G Substituição de aa 
Exão 20 p.P1290P c.3870A>G Variação de sequência 
Intrão 20  c.3874-200G>A Variação de sequência 
Exão 24 p.Y1424Y c.4272C>T Variação de sequência 
Exão 24 p.Q1463Q c.4389G>A Variação de sequência 
Mutações em negrito. 
a 
Alteração descrita pela primeira vez; 
b 
Variations of Unknown Significance (VOUS);   
c
A alteração IVS8(TG)m condiciona a penetrância da variante IVS8T5. 
 
4.1.1. Mutações identificadas 
Em 100 amostras, foram identificadas 13 mutações diferentes. A variante IVS8T5 
no intrão 8 foi detetada em 8 amostras, as mutações c.2991G>C (p.L997F), no exão 17a, 
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e c.1523T>G (p.F508C), no exão 10, foram detetadas em 3 amostras, as mutações 
c.1727G>C (p.G576A), no exão 12, e c.2002C>T (p.R668C), no exão 13, foram 
detetadas em 2 amostras e as mutações c.224G>A (p.R75Q), no exão 3, c.509G>A 
(p.R170H), no exão 5, c.1327G>T (p.D443Y), no exão 9, c.1521-1523delCTT (p.F508del), 
no exão 10, c.2260G>A (p.V754M), no exão 13, c.2900T>C (p.L967S), no exão 15, 
c.3154T>G (p.F1052V), no exão 17b, e c.3705T>G (p.S1235R), no exão 19 foram 
detetadas em uma amostra. Na Tabela XIII, encontram-se as frequências genotípicas e 
alélicas de cada mutação. 
Tabela XIII: Frequências genotípicas e alélicas de cada mutação detetada nas 100 amostras. 
Exão 3      
p.R75Q
b
 
(c.224G>A) 
G/G G/A A/A G A 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 5      
p.R170H 
(c.509G>A) 
G/G G/A A/A G A 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Intrão 8        
IVS8Tn 
(c.1210-12T(5_9) 
5/7 5/9 7/7 7/9 T5
a 
T7 T9 
7 1 70 22 0,04 0,845 0,115 
 
Exão 9      
p.D443Y 
(c.1327G>T) 
G/G G/T T/T G T 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 10      
p.F508del 
(c.1521-
1523delCTT) 
CTT/CTT CTT/- -/- CTT - 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 10      
p.F508C
b
 
(c.1523T>G) 
T/T T/G G/G T G 
97 3 0 0,985 0,015 
 
Exão 12      
p.G576A 
(c.1727G>A) 
G/G G/A A/A G A 
98 2 0 0,990 0,010 
 
Exão 13
c 
     
p.R668C 
(c.2002C>T) 
C/C C/T T/T C T 
97 2 0 0,990 0,010 
 
Exão 13
c 
     
p.V754M
b
 
(c.2260G>A) 
G/G G/A A/A G A 
98 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 15      
p.L976S
b
 
(c.2900T>C) 
T/T T/C C/C T C 
99 1 0 0,995 0,005 
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Exão 17a      
p.L997F 
(c.2991G>C) 
G/G G/C C/C G C 
97 3 0 0,985 0,015 
 
Exão 17b      
p.F1052V 
(c.3154T>G) 
T/T T/G G/G T G 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 19      
p.S1235R
b
 
(c.3705T>G) 
T/T T/G G/G T G 
99 1 0 0,995 0,005 
a
Variante relacionada com CBAVD quando em conjunto com IVS8(TG)12 ou IVS8(TG)13. 
b
Variações de 
significado desconhecido. 
c
Relativamente ao exão 13, foi apenas possível amplificar 99 amostras. 
 
A variante IVS8T5 foi identificada em 8 de 200 alelos, correspondendo a uma 
frequência de 4%. A penetrância desta variante no splicing do exão 9, é dependente da 
alteração IVS8(TG)m, estando associada a CBAVD quando em conjunto com 
IVS8(TG)12 ou 13 (Tabela XIV). 
Tabela XIV: Frequência genotípica da variante IVS8(TG)m nas 8 amostras com IVS8T5. 
Intrão 8      
IVS8T5(TG)m 
(TG)10 (TG)11 (TG)12 (TG)11 (ou 12)
a 
(TG)12 (ou 13)
a 
0 1 1 5 1 
a
Nestes casos, só será possível determinar o número de repetições TG associadas a IVS8T5 após estudo 
molecular ao ADN dos pais. 
 
Considerando as 13 diferentes alterações de sequência associadas a FC ou CFTR-
RD, 11 (84,6%) são missense conduzindo à alteração de um aminoácido (aa), 1 (7,7%) 
altera o local de splicing e 1 (7,7%) provoca a deleção de um aminoácido. 
 
4.1.2. Variações de sequência identificadas 
Foram detetadas 19 variações de sequência diferentes nas 100 amostras 
analisadas. As frequências genotípicas e alélicas de cada variação estão representadas 
na Tabela XV. 
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Tabela XV: Frequências genotípicas e alélicas de cada variação de sequência detetada nas 100 
amostras. 
Região promotora      
c.-8G>C 
G/G G/C C/C G C 
93 7 0 0,965 0,035 
 
Intrão 3      
c.273+35C>T
a C/C C/T T/T C T 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Intrão 6a      
c.743+40A>G 
A/A A/G G/G A G 
89 11 0 0,945 0,055 
 
Intrão 6a       
c.744-
31TTGA[3_7] 
3/5 5/6 6/6 3
a 
5 6 
1 26 73 0,005 0,135 0,86 
 
Intrão 6b       
c.869+11C>T 
C/C C/T T/T C T 
85 15 0 0,925 0,075 
 
Exão 7      
p.T351S 
(c.1052C>G) 
C/C C/G G/G C G 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 8      
p.T388M 
(c.1163C>T) 
C/C C/T T/T C T 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 10      
p.M470V 
(c.1408A>G) 
A/A A/G G/G A G 
16 53 31 0,425 0,575 
 
Exão 10      
p.E528E
b
 
(c.1584G>A) 
G/G G/A A/A G A 
92 8 0 0,96 0,04 
 
Exão 11      
 p.A538A 
(c.1614T>C)
a 
T/T T/C C/C T C 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 14a      
p.T854T 
(c.2562T>G) 
T/T T/G G/G T G 
46 47 7 0,695 0,305 
 
Exão 15      
p.T966T 
(c.2898G>A) 
G/G G/A A/A G A 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Intrão 15      
c.2909-71G>C 
G/G G/C C/C G C 
98 2 0 0,99 0,01 
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Intrão 17a      
c.3140-92T>C 
T/T T/C C/C T C 
92 8 0 0,96 0,04 
 
Exão 17b      
p.T1095T 
(c.3285A>T) 
A/A A/T T/T A T 
99 1 0 0,995 0,005 
 
Exão 20      
p.P1290P 
(c.3870A>G) 
A/A A/G G/G A G 
92 8 0 0,96 0,04 
 
Intrão 20      
c.3874-
200G>A 
G/G G/A A/A G A 
98 2 0 0,99 0,01 
 
Exão 24      
 p.Y1424Y 
(c.4272C>T) 
C/C C/T T/T C T 
97 3 0 0,985 0,015 
 
Exão 24      
p.Q1463Q 
(c.4389G>A) 
G/G G/A A/A G A 
50 46 4 0,73 0,27 
a
Alteração descrita pela primeira vez. 
b
Variação descrita como possivelmente relacionada com CFTR-RD. 
 
 
Foram identificadas três alterações pela primeira vez, c.273+35C> T, no intrão 3 
(Figura 10), c.744-31TTGA(3), no intrão 6a (Figura 11) e c.1614T> C (p.A538A), no exão 
11 (Figura 12), que não conduz à alteração de aminoácido. Estas alterações foram 
analisadas através dos programas bioinformáticos MutationTaster, PMut e SIFT tendo 
sido consideradas como polimorfismos, isto é, alterações não causadoras de FC ou de 
CFTR-RD.  
 
Figura 10: Sequência forward com alteração c.273+35C> T identificada no intrão 3 do gene CFTR. 
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Figura 11: Sequência forward com alteração c.744-31TTGA(3) localizada no intrão 6a do gene CFTR. 
 
 
Figura 12: Sequência forward com alteração c.1614T> C (p.A538A) identificada no exão 11 do gene 
CFTR. 
 
 
4.2. Genótipos CFTR 
No que diz respeito aos genótipos CFTR identificados nas amostras analisadas, 
foram detetados 22 indivíduos heterozigóticos para uma ou duas variações de sequência 
no gene CFTR (Tabela XVI). A taxa de portadores de pelo menos uma variação de 
sequência CFTR é de 22%. Destes alelos mutados, três correspondem a alelos 
complexos, D443Y-G576A-R668C, G576A-R668C e S1235R-IVS8T7(TG)12, 
previamente descritos (Anguiano et al., 1992; Chillon et al., 1995; Abramowicz et al., 
2000; Bareil et al., 2007; Grangeia et al., 2007; Narzi et al., 2007). Numa criança do sexo 
masculino, foi identificada, em simultâneo, a mutação p.L976S e a variante 
IVS8T5(TG)12. 
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Tabela XVI: Genótipos identificados nas 100 amostras do gene CFTR. 
Genótipo das mutações Genótipo IVS8Tn(TG)m M470V 
Nº 
Amostras 
p.R75Q - T7(TG)11 T7(TG)11 V V 1 
p.R170H - T7(TG)10 T7(TG)11 M M 1 
D443Y-G576A-R668C
a 
- T7(TG)10 T7(TG)10 M V 1 
G576A-R668C
a 
- T7(TG)10 T7(TG)10 M V 1 
p.F508del - T7(TG)10 T9(TG)11 M M 1 
p.F508C - T7(TG)11 T7(TG)11 V V 3 
p.V754M - T7(TG)11 T9(TG)10 M V 1 
p.L967S - T5(TG)12 T7(TG)11 V V 1 
p.L997F  T7(TG)10 T9(TG)11 V V 2 
p.L997F - T7(TG)10 T9(TG)10 M V 1 
p.F1052V - T7(TG)10 T7(TG)11 M V 1 
p.S1235R
a 
- T7(TG)11 T7(TG)12 M M 1 
- - T5(TG)11 T7(TG)11 M V 4 
- - T5(TG)11 T7(TG)11 V V 1 
- - T5(TG)11 T9(TG)11 V V 1 
- - T5(TG)12 T7(TG)12 M V 1 
- - T7(TG)10 T7(TG)10 M M 2 
- - T7(TG)10 T7(TG)11 M M 3 
- - T7(TG)10 T7(TG)11 M V 21 
- - T7(TG)10 T7(TG)11 V V 2 
- - T7(TG)10 T7(TG)12 V V 1 
- - T7(TG)10 T9(TG)10 M M 1 
- - T7(TG)10 T9(TG)10 M V 1 
- - T7(TG)10 T9(TG)10 V V 3 
- - T7(TG)10 T9(TG)11 M M 4 
- - T7(TG)10 T9(TG)11 M V 4 
- - T7(TG)11 T7(TG)11 M M 4 
- - T7(TG)11 T7(TG)11 M V 11 
- - T7(TG)11 T7(TG)11 V V 12 
- - T7(TG)11 T7(TG)12 M V 5 
- - T7(TG)11 T9(TG)11 M V 2 
- - T7(TG)11 T9(TG)11 V V 1 
- - T7(TG)12 T9(TG)11 M M 1 
a
Alelos complexos: mutações no mesmo alelo. 
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5. Discussão e Conclusão 
 
Para o diagnóstico de rotina de FC, são utilizados kits comerciais que permitem a 
deteção das mutações mais frequentes na população Caucasiana, descritas pela ACOG 
(Baskin et al., 2002). Contudo, mais de 1800 variações de sequência estão já descritas 
no gene CFTR (Cystic Fibrosis Mutation Database) e a sua frequência e distribuição 
variam geograficamente (Tsui & Durie, 1997; Salvatore et al., 2011). Este facto conduz à 
necessidade de determinar a frequência e distribuição das variações de sequência do 
gene CFTR nas diferentes populações e, consequentemente, a prevalência de FC, de 
modo a melhorar o diagnóstico. 
Em Portugal, existem alguns estudos epidemiológicos de registos de pacientes 
(Vaz Osório et al., 1999; Grangeia et al., 2007; Lemos et al., 2010), contudo, é difícil 
correlacionar os resultados obtidos, devido aos diferentes métodos de diagnóstico 
utilizados (Salvatore et al., 2011). Assim, o objetivo deste projeto consiste na análise de 
amostras de ADN de 912 crianças, de forma a obtermos uma estimativa significativa da 
distribuição e frequência das variações de sequência do gene CFTR na população 
Portuguesa e determinar a prevalência da FC, sendo que neste trabalho foram apenas 
analisadas as primeiras 100 amostras. 
Na genética da FC, existe uma grande heterogeneidade no tipo de mutações, estas 
podem ser moderadas ou graves, podendo resultar em FC ou CFTR-RD. Castellani e 
colaboradores, em 2008, dividiram as diferentes alterações em 4 grupos: mutações 
causadoras de FC, mutações causadoras de CFTR-RD, alterações sem consequências 
clínicas e Variants of Unknown Significance (VOUS) (Tabela XVII) (Castellani et al., 
2008). Atualmente, as alterações no gene CFTR continuam a ser estudadas quanto ao 
seu efeito na proteína, estando em constante discussão o seu papel biológico. 
Tabela XVII: Grupos de mutações de acordo com as suas consequências clínicas. 
Grupos de mutações Exemplos 
A. Causadoras de FC p.F508del, p.G542X, p.R334W, p.A455E, IVS8T5(TG)13
a
 
B. Causadoras de CFTR-RD 
IVS8T5(TG)12
a
, p.L997F, p.G576A
a
 
IVS8T5(TG)11
b
, D443Y-G576A-R668C 
C. Sem consequências 
clínicas 
p.R75Q, p.M470V
c
, p.E528E, p.P1290P 
p.F508C, IVS8T5(TG)11
b
 
D. VOUS ou significado 
incerto 
Várias mutações missense
c
, como p.M470V
c
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Adaptado de Castellani et al, 2008. 
a 
Alterações que podem pertencer ao grupo A ou B. 
b
 Alterações que 
podem pertencer ao grupo B ou C. 
c
 Alterações ainda sem significado (VOUS) ou variações de sequência 
que, em cis, potenciam o efeito de uma mutação, como, por exemplo, o polimorfismo p.M470V. 
Foi realizado um estudo inicial que consistiu na análise de todos os exões e 
respetivas zonas intrónicas adjacentes do gene CFTR de 100 amostras de ADN. Em 22 
destes, foram detetadas 13 mutações diferentes. Relativamente às mutações do gene 
CFTR mais comuns descritas para a população Caucasiana, p.F508del, p.G542X, 
p.N1303K, p.G551D e p.W1282X (Rowntree & Harris, 2003; Moskowitz et al., 2008; 
Cystic Fibrosis Foundation, 2011), apenas foi detetada a p.F508del. Esta apresentou uma 
frequência alélica nos 23 alelos mutados de 4,3 % e uma frequência alélica nos 200 
alelos analisados de 0,5%. A p.F508del é a mutação mais frequente nos doentes com 
FC, podendo atingir 70% dos alelos mutados na população Escandinava, diminuindo a 
frequência no Sudeste da Europa (Bobadilla et al, 2002). Estivill e colaboradores, em 
1997, descreveram que a frequência da mutação p.F508del era bastante inferior na 
população com FC em Portugal (44,5%) comparativamente às frequências descritas nas 
populações europeias com FC (Estivill et al., 1997).  
No grupo em estudo, as mutações mais comuns foram a variação IVS8T5, com 
uma frequência alélica nos alelos mutados de 34,8% e uma frequência alélica nos 200 
alelos analisados de 4% e as mutações p.L997F e p.F508C, com uma frequência alélica 
nos alelos mutados de 13% e uma frequência alélica nos 200 alelos analisados de 1,5%. 
Estas mutações estão associadas a um fenótipo moderado ou a CFTR-RD. A 
p.L997F está localizada no exão 17a e é considerada rara em doentes com FC 
(Castellani et al., 2001). Consiste na substituição do aminoácido Leucina pela 
Fenilalanina e, em homozigotia, é normalmente associada a pancreatites recorrentes 
(Conklin et al, 2008) e bronquiectasias (Castellani et al., 2001). A mutação p.F508C está 
localizada no exão 10 e consiste na substituição do aminoácido Fenilalanina pela 
Cisteína. Vários autores consideram esta mutação como um polimorfismo (Kobayashi, 
1990; Macek, 1992), contudo, pode estar associada a CBAVD (Havasi et al, 2008; The 
UMD-CFTR mutations database), quando em heterozigotia com a p.F508del ou com 
outra mutação grave (Kerem et al, 1990). Por exemplo, Dork e colaboradores reportaram 
a associação em heterozigotia da alteração p.F508C com a mutação p.R117H como o 
genótipo mais frequente num grupo de 106 pacientes com CBAVD (Dork et al, 1997). Em 
2006, foi demonstrado que a p.F508C aumenta a média de tempo de fecho do canal em 
relação à proteína normal e concluiu-se que o aminoácido Fenilalanina na posição 508 
regula a abertura do canal (Cui et al, 2006).  
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A variante IVS8T5 pode estar associada a diversos fenótipos, desde fenótipo 
assintomático a CBAVD, ou mesmo FC moderada. A frequência alélica da variante 
IVS8T5 (4%) é similar à frequência reportada para a população geral Caucasiana (5%) 
(Chillon et al., 1995; Cuppens et al., 1998; Bareil et al., 2007) e está de acordo com a 
frequência já descrita previamente para a população Portuguesa (3.5%) (Grangeia et al, 
2004).  
A penetrância da variante IVS8T5 no splicing normal do exão 9 pode ser 
condicionada pelas variantes IVS8(TG)m e pelo polimorfismo p.M470V. As variantes 
IVS8(TG)12 e IVS8(TG)13 aumentam a penetrância para 78% e 100%, respetivamente 
(Groman et al., 2004; Bareil et al., 2007). Neste estudo, a variante IVS8T5 está associada 
a IVS8(TG)12 ou IVS8(TG)13 em 7 amostras, no entanto, estes dados terão de ser 
futuramente confirmados através da análise dos pais. Na população de homens inférteis, 
a variante IVS8T5 tem uma frequência que varia entre 19% e 37% (Costa et al., 2008; 
Grangeia et al., 2008). A variante IVS8(TG)m mais frequente foi a IVS8(TG)11, seguida 
da IVS8(TG)10, tal como descrito para a população Caucasiana (Huang et al, 2008). Esta 
variante pode atuar como um modificador intragénico para a mutação p.R117H, quando 
em cis (Clinical and Functional Translation of CFTR, Cystic Fibrosis Foundation). 
Relativamente ao polimorfismo p.M470V, o alelo V (57,5%) teve uma frequência 
superior ao alelo M (42,5%), o que já está descrito para a população Caucasiana (Huang 
et al, 2008). Este polimorfismo afeta a atividade intrínseca de Cl-, afetando a função da 
proteína e aumentando, assim, a penetrância da variante IVS8T5 e diminuindo o nível de 
mARN normal (Cuppens et al., 1998). 
 
Comparando o grupo de mutações identificado nas primeiras 100 amostras com o 
grupo de 23 mutações aconselhadas para os kits comerciais de diagnóstico pela ACOG 
(Baskin et al., 2002), apenas são comuns aos dois grupos a mutação p.F508del e a 
variante IVS8T5. Estes resultados demonstram a necessidade de um kit comercial de 
diagnóstico específico para cada população. 
De acordo com Grangeia et al, 2005, a mutação p.P1290S foi detetada pela 
primeira vez na população Portuguesa (Grangeia et al., 2005), contudo, neste estudo, 
apenas foi detetada uma variação de sequência diferente, p.P1290P, envolvendo o 
mesmo codão. Outra mutação, descrita como específica da população Portuguesa, é a 
p.A561E (Castellani et al., 2008), que não foi detetada nesta amostra de indivíduos. 
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Foram detetadas três alterações de sequência descritas pela primeira vez, a 
c.273+35C>T, no intrão 3, a c.744-31TTGA(3), no intrão 6a e a c.1614T>C (p.A538A), no 
exão 11. Estas alterações foram analisadas por programas bioinformáticos 
(MutationTaster; PMut; SIFT) e foram consideradas como polimorfismos. Para confirmar 
o verdadeiro efeito destas variações, serão necessários outros estudos, como por 
exemplo, estudos funcionais e de expressão in vitro. 
A alteração p.R75Q tem gerado muita discussão relativamente ao seu efeito. Em 
1997, Dork e colaboradores reportaram que a frequência de p.R75Q na população de 
homens com CBAVD não era maior que a frequência em controlos saudáveis (Dork et al, 
1997). Mas, em 2001, Hughes e colaboradores relacionam esta alteração com 
bronquiectasias e CBAVD (Huges et al, 2001). Em 2000, Bombieri e colaboradores 
também relacionam esta alteração com uma disposição genética para Sarcoidose 
(Bombieri et al, 2000) e, em 2004, Divac e colaboradores reportaram uma frequência 
elevada de p.R75Q em pacientes com doença pulmonar crónica obstrutiva (Divac et al, 
2004). 
A alteração p.F1052V (c.3154T>G), descrita inicialmente como polimorfismo, é 
atualmente considerada como mutação, conduzindo à sintetize de uma proteína normal 
com funções alteradas e a  um fenótipo variável, como por exemplo pancreatites crónicas 
(Clinical and Functional Translation of CFTR, Cystic Fibrosis Foundation). Estas 
incertezas levam a dificuldades no estabelecimento do diagnóstico nestes pacientes. A 
alteração p.S1235R, classificada como mutação com um fenótipo variável, foi 
posteriormente classificada como polimorfismo por Rene e colaboradores, em 2011 
(Rene et al., 2011). O polimorfismo c.1716G>A (p.E528E), já classificado anteriormente 
como mutação, é agora considerado capaz de agravar o efeito de uma mutação. A 
p.E528E poderá influenciar o splicing normal do exão 10 (Pallares-Ruiz et al., 2000). 
Três alelos complexos foram identificados neste grupo de amostras, G576A-R668C, 
D443Y-G576A-R668C e S1235R-IVS8T7(TG)12. O alelo complexo G576A-R668C foi já 
descrito num paciente com bronquiectasias (Pignatti et al, 1995). O D443Y-G576A-
R668C foi identificado pela primeira vez em 3 irmãos em heterozigotia com p.N1303K, 
tendo sido descrito um fenótipo variável, relacionado com patologia pulmonar 
(Abramowicz et al, 2000). O S1235R-IVS8T7(TG)12 é raro e foi descrito pela primeira vez 
por Narzi e colaboradores (Narzi et al, 2007). 
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Não foi detetado nenhum caso de FC. Contudo, um possível caso de CFTR-RD foi 
detetado numa amostra de um rapaz, o qual apresenta a mutação p.L997F em 
associação com a variante IVS8T5(TG)12, que é agravada pela presença do 
polimorfismo p.M470V em homozigotia. Esta associação, em heterozigotia composta, 
causa CBAVD, sendo importante fazer uma avaliação clínica da criança, de forma a 
despistar outros sintomas relacionados com FC (Costa et al., 2008). Indivíduos com 
CBAVD podem ter os seus próprios filhos, recorrendo a técnicas de reprodução 
medicamente assistida, como biopsia testicular e ICSI, pelo que esta família deverá ser 
encaminhada para uma consulta de aconselhamento genético. 
  
De acordo com Duarte e colaboradores, a prevalência estimada de FC na 
população Portuguesa seria 1:2500 recém-nascidos e a frequência de portadores seria 
1:25 (4%). Contudo, de acordo com Lemos e colaboradores, através de um estudo 
epidemiológico de registos de pacientes da região Centro de Portugal, a prevalência de 
FC seria 1:14000 recém-nascidos e as mutações mais comuns seriam a p.F508del e a 
p.R334W (Lemos et al., 2010). Os nossos resultados preliminares estimam uma 
frequência de portadores de variações de sequência no gene CFTR de 1:4,5 (22%). 
Contudo, este é apenas uma abordagem inicial de um estudo epidemiológico da 
população Portuguesa, que prevê incluir a análise das 912 amostras. 
 
Em conclusão, existe uma urgente necessidade de determinar a frequência e a 
distribuição das mutações do gene CFTR para cada população, para que seja possível 
oferecer um diagnóstico mais adaptado e uma melhor interpretação fenotípica de acordo 
com a população em estudo (Salvatore et al., 2011). 
Neste projeto, provámos exatamente este conceito. Nesta abordagem inicial, ao 
estudar a população Portuguesa, obtivemos uma frequência e uma distribuição de 
mutações CFTR bastante diferente do que se estimava. Sendo os kits comerciais a 
primeira linha de diagnóstico, é necessário compreender que estes não são capazes de 
detetar mutações específicas de cada população, mutações essas normalmente com 
uma frequência elevada. 
Discutimos ainda a difícil correlação entre o genótipo e o fenótipo. Devido a uma 
heterogeneidade dos efeitos das diferentes alterações do gene CFTR, é muito difícil 
determinar se um indivíduo desenvolverá FC, ou se terá CFTR-RD. Assim, é muito 
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importante fazer um levantamento de todos os dados de pacientes para tentar determinar 
e fundamentar os efeitos que cada alteração exerce na proteína, diretamente ou através 
da sua capacidade de modificar o efeito de outras alterações. 
O trabalho futuro consiste em sequenciar as restantes 812 amostras, tendo em 
conta que este é um estudo inicial, e relacionar os resultados com um elevado número de 
casos de diagnóstico de CF clássica e de CFTR-RD, de modo a obter um painel de 
mutações da população Portuguesa que permita validar o diagnóstico e que, 
eventualmente, permita o estabelecimento de uma correlação entre o genótipo e o 
fenótipo. 
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7. Anexos 
 
7.1. Tabela de Materiais 
Reagentes Marcas 
Água destilada estéril B/Braun 
Acetato de Sódio Merck Millipore 
dNTPs Invitrogen 
EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) Sigma 
Etanol 70% e absoluto Merck Millipore 
Hi-Di™ Formamida AppliedBiosystems 
Kit ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing AppliedBiosystems 
Kit Agencourt AMPure XP BECKMAN COULTER 
Kit EzWay™ PCR Clean-Up KOMA BIOTECH 
Kit JETQUICK Blood & Cell Culture GENOMED 
Kit QIAxcel DNA Screening Qiagen 
Kit Taq Polymerase Fermentas 
Primers  Thermo Lab 
POP-7 AppliedBiosystems 
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